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Adenylosuccinat Synthetase 
Beschreibung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft Express ionskas set ten, kodie- 
rend fur nicht-pf lanzliche Adenylosuccinat Synthetasen (ADSS) , 
die Pf lanzen Resistenz gegenuber Inhibitoren pflanzlicher ADSS 
vermitteln; Vektoren und Mikroorganismen, enthaltend solche 
10 Expressionskassetten; damit trans formierte transgene Pflanzen; 
die entsprechenden Expressionsprodukte und Nukleins&uresequenzen; 
sowie einen Expressions-Kit zur Verwendung bei der Transformation 
eines pflanzlichen Wirts. 

15 Pflanzen sind als photoautotrophe Organismen in der Lage, aus 
Kohlendioxid, Wasser und anorganischen Salzen ihre Zellkomponen- 
ten zu synthetisieren . Dieser ProzeE ist nur moglich, indem bio- 
chemische Reaktionen zum Aufbau organischer Substanzen genutzt 
werden . Insbesondere miissen Pflanzen auch die Nukleotide als 

20 Bestandteile der Nukleins&uren de novo synthetisieren. 

Es ist anzunehmen, da£ die effiziente Bildung, Nutzung und Ver- 
teilung der Nukleotide die Zellteilung und das Wachstum einer 
Pflanze stark beeinf lussen. Da Pflanzen auf eine funktionierende 
25 de novo Nukleotidbiosyn these angewiesen sind, bietet sich dieser 
Biosyntheseweg als Ziel fur den Einsatz von Herbiziden an. Die 
komplexen Reaktionen, die die Nukleotidbiosynthese gewahrleisten, 
unterteilen sich in Purin- und Pyrimidinbiosynthese . 

30 Die Enzymreaktionen der Purinbiosynthese konnen ausgehend vom 

Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP) in folgende Schritte unterteilt 
werden : 

a) Synthese des Pyrimidinringes 
35 b) Synthese des Purinringes 

c) Verzweigung vom IMP zum AMP bzw. GMP 

Die Reaktionssequenz von Schritt c) ist in beiliegender Figur 1 
schematisch dargestellt. 

40 

Einige der an der Purinbiosynthese beteiligten Enzyme stellen 
potentielle Angriff spunk te fur herbizide Wirkstoffe dar . Eine be- 
sondere Stellung nimmt die ADSS ein. Das Enzym katalysiert fol- 
gende Reaktion: 

45 

IMP + L-Aspartat + GTP ±+ Adenylosuccinat + GDP + Pi 
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Die ADSS wurde aus E. coli zur Homogenitat aufgereinigt (Bass et 
al . , 1987, Arch, Biochem. Biophys . , 256, 335-342), die Kris tall - 
struktur wurde bestimmt (Poland et al . , 1993, J. Biol. Chem., 
268, 25334-25342) und kinetische Eigenschaf ten des Enzyms wurden 
5 charakterisiert (Xang und Fromm, 1995, J. Biol. Chem., 270, 

15539-15544). Das En zym wurde zudem aus Dictyostelium discoideum 
(Jahngen und Ross omando, 1984, Arch. Biochem. Biophys., 229, 
145-154) und Kaninchenmuskel (J. Biol. Chem. , 1974, 249(2), 
459-464) aufgereinigt. Pflanzliche Adenylosuccinat Synthetase 
10 wurde aus Weizenkeimlingen (Hatch, 1967, Phytochemistry, 6, 

115-119) sowie aus Mais (Siehl et al., 1996, Plant Physiol., 110, 
753-758) fur eine Bestimmung der Enzymaktivitat isoliert. 

Die Adenylosuccinat Synthetase liegt in E. coli als Dimer zweier 
15 48 kD Polypeptide vor . Fur die pflanzliche ADSS liegen bisher 
keine Da ten vor. 

Gene, die fur ADSS kodieren, wurden bisher aus Escherichia coli 
(EMBL-Accessions-Nummer J04199) , Bacillus subtilis (J02732), 

20 Haemophilus influenzae (L46263), Saccharomyces pombe (L22185) , 
Schizosaccharomyces pombe (M98805) , Dictyostelium discoidem 
(M58471), Homo sapiens (X65503) und Mus musculus (M74495) iso- 
liert. Durch Datenvergleiche lassen sich "expressed-sequence- 
tags", sogenannte est-Sequenzen, aus Arabidopsis thaliana 

25 (T42641) und Oryza sativa (D15352) mit deutlicher Ahnlichkeit zu 
den genannten ADSS finden. 

Vollstandige cDNA-Sequenzen pflanzlicher Adenylosuccinat Synthe- 
tasen sind zudem aus Arabidopsis thaliana und Mais (US-A-5519125) 
30 sowie aus Weizen beschrieben worden (W096/19576) . 

Zur ADSS-Aktivitatsmessung sind keine Cofaktoren notwendig. 
Jedoch wurden die Wirkstoffe Hadacidin und Alanosin (Stayton et 
al., 1983, Curr. Top. Cell. Regul . , 22, 103-141) sowie Hydanto- 
35 cidin bzw. dessen Metabolit 5 1 -Phosphohydantocidin beschrieben 
(Siehl et al . , 1996, Plant Physiol., 110, 753-758), die die 
Enzymaktivitat der pflanz lichen ADSS hemmen. 

Der phytotoxische Wirkstof f Hydantocidin wurde aus Streptomyces 
40 hygroscopicus (Stamm SANK 63584) isoliert (Nakajima et al . , 1991, 
J. Antibiot., 44, 293-300). Es wurde gezeigt, daS das 5'-Phospho- 
hydantocidin als in der Pflanze entstehender Metabolit der ei- 
gentliche Inhibitor der ADSS ist (Siehl et al . , 1996, Plant Phy- 
siol., 110, 753-758). Hydantocidin entfaltet seine toxische Wir- 
45 kung nur bei Pflanzen, hat eine geringe Saugertoxizitat und wirkt 
nicht auf verschiedene untersuchte Mikroorganismen (Nakajima et 
al., 1991, J. Antibiot., 44, 293-300). Es ware wunschenswert , 
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wenn Wege gefunden werden konnten, das Ansprechen von Pflanzen 
auf ADSS-Inhibitoren gezielt zu verandern. 

Der Erfindung liegt folglich die Aufgabe zugrunde, Mittel bereit- 
5 zustellen, mit deren Hilfe gezielt das Ansprechen von Pflanzen 
auf ADSS-Inhibitoren modifiziert werden kann. Insbesondere sollte 
diese Modifikation auf gentechnischem Wege durchfuhrbar sein. 

Diese Aufgabe wird geldst durch Bereitstellung einer Expressions- 
10 kassette, enthaltend unter genetischer Kontrolle regulativer 

Nukleinsaureseguenzen die kodierende Nukleinsauresequenz fur ein 
Protein, welches einem pflanzlichen Wirt Resistenz gegeniiber 
Inhibitoren pflanzlicher Adenylosuccinat Synthetase vermittelt. 

15 Die Erfindung wird nun unter Bezugnahme auf die folgenden Figuren 
naher erlautert. Dabei zeigt 



Figur 1 die de novo Purinbiosynthese in Pflanzen; 
Figur 2 die Nukleinsauresauresequenz der Adenylosuccinat Syn- 
20 thetase aus Escherichia coli, einschliefclich der 5'- 

und 3 ' -terminalen BamHI-Schnittstellen; 
Figur 3 die Aminosauresauresequenz der Adenylosuccinat Synthe- 
tase aus Escherichia coli; 
Figur 4 Oligonukleotidsequenzen zur Isolierung der Nukleinsau- 
25 resequenz der Adenylosuccinat Synthetase aus Escheri- 

chia coli; 

Figur 5 die Nukleinsauresequenz des Transitpeptides der chloro- 

plastidaren Transketolase in drei Leserastern; 
Figur 6 den Aufbau der Express ionskas set ten und Transforma- 
30 tionsvektoren pTP09, pTPIO und pTPll; 

Figur 7 den Aufbau der Expressionskassetten und des Trans- 
format ions vekt or s pTP09-ASS. 



Ein erster Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft Expres- 
35 sionskassetten, welche zur Transformation eines pflanzlichen 
Wirts geeignet sind und eine kodierende Sequenz enthalten, die 
dem Wirt Resistenz gegen Inhibitoren pflanzlicher ADSS verleihen. 

Resistenz bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung die 
40 kiinstlich erworbene Widerstandsf ahigkeit gegen die Wirkung 

pflanzlicher ADSS-Inhibitoren. Sie umfaEt die partielle und, ins- 
besondere, die vollstandige Unempf indlichkeit gegeniiber diesen 
Inhibitoren fur die Dauer mindestens einer Pf lanzengeneration. 



45 GemaS einer bevorzugten Aus fiihrungs form der Erfindung werden Ex- 
pressionskassetten fur einen pflanzlichen Wirt, ausgewahlt unter 
ganzen Pflanzen, Pf lanzenzellen, Pf lanzengeweben oder Pflanzen- 



BNSDOCID- <WO 9810074A2J_> 



WO 98/10074 PCT/EP97/04812 

4 

teilen, wie z.B. Blattern, Wurzeln, Friichten, bereitgestellt . 
Insbesondere ist der pflanzliche Wirt ausgewahlt unter Kultur- 
pflanzen, davon abgeleiteten Zellen, Geweben, oder Teilen. Als 
nicht- limit ierende Beispiele fur geeignete Kulturpf lanzen konnen 
5 genannt werden: Getreide, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zucker- 
rube, Canola, Sonnenblume , Flachs, Kartoffel, Tabak, Tomate, 
Raps, Alfalfa, Salat und die verschiedenen Baum-, Nu&- und Wein- 
species . 

10 Insbesondere bei Kulturpf lanzen bietet die vorliegende Erf indung 
den Vorteil, da& nach Induktion einer selektiven Resistenz der 
Kulturpf lanze gegeniiber pflanzlichen ADSS-Inhibitoren diese Inhi- 
bitoren als spezifische Herbizide gegen nichtresistente Pflanzen 
eingesetzt werden konnen. Als nicht- limit ierende Beispiele fur 

15 derartige Inhibitoren konnen genannt werden Alanosin, Hadacidin, 
Hydantocidin sowie Metabolite und funktionell aquivalente Deri- 
vate davon. Funktionell aquivalente Derivate pflanzlicher ADSS- 
Inhibitoren besitzen ein vergleichbares Wirkungsspektrum wie die 
konkret genannten Substanzen, bei niedrigerer, gleicher oder 

20 hoherer inhibitorischer Aktivitat (z.B. ausgedriickt in g Inhibi- 
tor pro Hektar Anbauflache, erforderlich zur vollstandigen Unter- 
driickung des Wachstums nicht-resistenter Pflanzen) . 

Gegenstand der Erf indung sind insbesondere Expressionskassetten, 
25 deren kodierende Sequenz eine gegen pflanzliche ADSS-Inhibitoren 
tolerante, nicht-pf lanzliche ADSS-Nukleinsauresequenz oder ein 
funktionelles Aquivalent davon enthalt. Die ADSS-Nukleinsaure- 
sequenz kann dabei z.B. eine DNA- oder eine cDNA-Sequenz sein. 

30 Zur Insertion in eine erf indungsgem&&e Expressionskassette geeig- 
nete kodierende Sequenzen sind beispielsweise solche, welche im 
wesent lichen eine mikrobielle DNA-Sequenz umfassen, die fur eine 
Adenylosuccinat Synthetase aus Mikroorganismen der Genera Esche- 
richia, Bacillus, Haemophilus, Dictyostelium, Saccharomyces oder 

35 Schizosaccharomyces und inbesondere aus Escherichia coli, Bacil- 
lus subtilis, Haemophilus influenzae, Dictyostelium discoideum, 
Saccharomyces pombe oder Schizosaccharomyces pombe kodiert. Ins- 
besondere geeignet ist eine ADSS-Sequenz , die im wesentlichen der 
in Figur 2 (SEQ ID N0:1) dargestellten DNA-Sequenz aus E . coli 

40 entspricht. 

Aufcerdem sind artifizielle DNA-Sequenzen geeignet, solange sie, 
wie oben beschrieben, die gewunschte Resistenz induzieren. Solche 
artif iziellen DNA-Sequenzen konnen beispielsweise durch Ruckaber- 
45 setzung mittels Molecular Modelling konstruierter Proteine, die 
Adenylosuccinat Synthetase-Aktivi tat aufweisen oder durch in vi- 
tro-Selektion ermittelt werden. Besonders geeignet sind fur ADSS 
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kodierende DNA- Sequenzen, die durch Ruckubersetzung einer ADSS- 
Polypeptidsequenz gemafc der fur die Wirtspflanze spezifischen 
Codon-Nutzung erhalten wurden. Die spezifische Codon-Nutzung kann 
ein mit pf lanzengenetischen Methoden vertrauter Fachmann durch 
5 Computerauswertungen anderer, bekannter Gene der zu transformie- 
renden Pflanze leicht ermitteln. 

Gegenstand der Erfindung sind auch die zu obigen Nukleins&ure- 
sequenzen und zu den davon abgeleiteten Amino sSuresequenz en funk- 

10 tionell Equivalent en Sequenzen. Funktionelle Aquivalente sind er- 
f indungsgemafi solche Sequenzen, die einander im wesentlichen ent- 
sprechen. Darunter versteht man insbesondere Sequenzvarianten, 
die durch naturliche oder kiinstliche Mutationen einer ADSS-Se- 
quenz entstanden sind, sofern die gewunschte, zur Auf rechterhal- 

15 tung des pflanzlichen Metabolismus notwendige, ADSS-Aktivitat da- 
bei erhalten bleibt. Die in den pflanzlichen Wirt transf ormierte 
exogene ADSS-Aktivitat kann also hoher, vergleichbar oder etwas 
geringer sein als diejenige der endogenen pflanzlichen ADSS. 
Mutationen umfassen Substitutionen, Deletionen, Vertauschungen 

20 oder Insertionen eines oder mehrerer Nukleotid- oder Aminosaure- 
reste . 

Als Substitutionen werden Austausche von Nukleotiden oder Amino- 
sauren verstanden. Bevorzugt sind sogenannte stumme oder konser- 

25 vative Austausche. Ein stummer Nukleotidaustausch bewirkt keine 
Veranderung in der Aminos£uresequenz . Ein konservativer Austausch 
bewirkt eine Aminosauresubstitution durch einen Aminos aurer est 
mit vergleichbar en Ei gens chaf ten, wie z.B. GroEe, Ladung, Polari- 
tat, Loslichkeit. Beispiele fur Aminosaurenpaare mit ahnlichen 

30 Eigenschaf ten sind Glu und Asp, Val und lie, Ser und Thr . 

Unter einer Deletion versteht man erf indungsgem&£ das Entfernen 
wenigstens eines Nukleotids oder wenigstens eines AminosSure- 
rests. Bevorzugte Positionen fur Deletionen sind die DNA-Regio- 

35 nen, die fur die Termini des Polypeptids und die Verkniipfungen 
zwischen den einzelnen Proteindomanen kodieren. Besonders bevor- 
zugt sind erf indungsgem&£ DNA-Sequenzen, die fur ADSS-Proteine 
kodieren, die durch N-terminale Verkurzungen um bis zu etwa 100, 
wie z.B. um 20 bis 100 Aminosauren, aus der in Figur 3 (SEQ ID 

40 NO: 2) dargestellten Sequenz entstehen. 

Insertionen umfassen erf indungsgem&£ Einfugungen von wenigstens 
einem Nukleotid oder Aminosaurerest in eine der erf indungsgem&feen 
Sequenzen. 
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Als weitere erf indungsgemafee funktionell aquivalente Nukleinsau- 
re-Sequenzen sind zu nennen Sequenzen, welche fur Fusionsproteine 
kodieren, wobei Bestandteil des Fusionsproteins ein nicht-pf lanz- 
liches ADSS-Polypeptid Oder ein funktionell aquivalenter Teil da- 
5 von ist. Der zweite Teil des Fusionsproteins kann z.B. ein weite- 
res Polypeptid mit gleicher oder verschiedener enzymatischer 
Aktivitat sein. Bevorzugt handelt es sich dabei jedoch um eine 
regulative Proteinsequenz , wie z.B. ein Signal- oder Transitpep- 
tid, das ADSS an den gewiinschten Wirkort leitet. 

10 

Gegenstand der Erfindung sind somit auch Expressionskassetten, 
deren kodierende Sequenz fiir ein ADSS-Fusionsprotein kodiert, 
wobei Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die 
Translokation der ADSS-Sequenz steuert. Besonders bevorzugt sind 

15 Chloroplasten-spezif ische Trans i tpept ide , welche nach Transloka- 
tion der ADSS-Sequenz in die Pf lanzenchloroplasten (Hauptort der 
Purinbiosynthese in Pf lanzen) vom ADSS-Teil enzymatisch abgespal- 
ten werden . Insbesondere bevorzugt ist das Transitpeptid abgelei- 
tet von plastidarer Transketolase (TK) oder einem f unktionellen 

20 Aquivalent dieses Trans i tpept ids . Besonders bevorzugt ist eine 
Expressionskassette, welche eine der in Figur 5 (SEQ ID 
NOs:3,4,5) dargestellte Transitpeptid-DNA-Sequenz enthalt. 

Die erf indungsgemafeen Expressionskassetten umfassen aufierdem re- 
25 gulative Nukleinsauresequenzen, welche die Expression der kodie- 
renden Sequenz in der Wirtszelle steuern. Geraafi einer bevorzugten 
Ausfuhrungsf orm umfa&t eine erf indungsgemafce Expressionskassette 
stromauf warts , d.h. am 5'-Ende, der kodierenden Sequenz einen 
Proraotor und stromabwarts , d.h. am 3 ' -Ende ein Polyadenylierungs- 
30 signal, und gegebenenf alls weitere regulatorische Elemente, wel- 
che mit der dazwischenliegenden kodierenden Sequenz fiir ADSS und/ 
oder Transitpeptid operativ verkniipft sind. Unter einer operati- 
ven Verkniipfung versteht man die sequenzielle Anordnung der ge- 
nannten regulativen Elemente derart, da£ jedes der regulativen 
35 Elemente seine Funktion bei der Expression der kodierenden Se- 
quenz er full en kann. 

Als Promo tor der erf indungsgemaSen Expressionskassette ist grund- 
satzlich jeder Promotor geeignet, der die Expression von Fremd- 

40 genen in Pf lanzen steuern kann. Vorzugsweise verwendet man insbe- 
sondere einen pflanzlichen Promotor. Insbesondere bevorzugt ist 
der 35S CaMV-Promotor aus dem Caulif lower-Mosaik-Virus (Franck et 
al . (1980) Cell 21, 285-294). Dieser Promotor enthalt unter- 
schiedliche Erkennungs sequenz en fiir transkriptionale Effektoren, 

45 die in ihrer Gesamtheit zu einer konstitutiven Expression des 
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eingefiihrten Gens fuhren (Benfey et al . (1989) EMBO J. 8, 
2195-2202). 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadeny- 
5 lierungssignale, vorzugsweise solche, die im wesentlichen T-DNA- 
Polyadenylierungssignalen aus Agrobacterium tumefaciens, insbe- 
sondere dem Polyadenylierungs signal des Gens 3 der T-DNA des 
Ti-Plasmids pTiACHS entsprechen. 

10 Die Herstellung einer erf indungsgemafcen Expressionskassette er- 
folgt durch Fusion eines geeigneten Promoters mit einer geeigne- 
ten ADSS-DNA und vorzugsweise einer zwischen Promotor und ADSS- 
DNA insertierten fur ein Chloroplasten-spezif isches Transitpeptid 
kodierenden DNA sowie einem Polyadenylierungs signal nach gangigen 

15 Rekombinations- und Klonierungstechniken , wie sie beispielsweise 
in T. Maniatis, E.F. Fritsch und J. Sambrook, Molecular Cloning: 
A Laboratory manual, Cold Spring Harbor laboratory, Cold Spring 
Harbor, NY (1989) sowie in T.J. Silhavy, M.L. Berman und L.W. 
Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Labo- 

20 ratory, Cold Spring Harbor, NY (1984) und in Ausubel , F.M. et 
al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing 
Assoc. and Wiley-Interscience (1987) beschrieben sind. 

Die zur Herstellung erf indungsgemafcer Expressionskassetten erfor- 
25 derliche ADSS-DNA oder -cDNA wird vorzugsweise mit Hilfe der 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplif iziert . Verfahren zur DNA- 
Amplif ikation mittels PCR sind bekannt, beispielsweise aus Innis 
et al . , PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, Aca- 
demic Press (1990) . ZweckmaEigerweise konnen die PCR-erzeugten 
30 DNA-Fragmente durch Sequenzanalyse zur Vermeidung von Polymerase- 
fehlern in zu exprimierenden Konstrukten iiberpruft werden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Express ions-Ki t , das min- 
destens drei Expressionskassetten umfaSt, wobei mindestens zwei 

35 eine variable Region oder Frame-Shif t-Sequenz enthalten, die sich 
durch Insertion oder Deletion, vorzugsweise Insertion, einer 
nicht durch 3 teilbaren Zahl von Nukleotiden voneinander unter- 
scheiden und somit eine Verschiebung des Leserahmens fur eine 
stromabwarts insertierte Seguenz urn ein bzw. zwei Nukleotide be- 

40 wirken. Das S'-Ende der Frame-Shif t-Sequenz ist mit der Transit- 
pep t ids equ en z verknupft. Die Frame-Shif t-Sequenz umfafct ■am 
3'-Ende eine Restriktionsschnittstelle, in welche z.B. die ADSS- 
DNA-Sequenz insertiert wird. Durch Bereitstellung von mindestens 
drei Vektoren, die je eine Expressionskassette des Kits mit 

45 unterschiedlichen Leserahmen fur das insertierte Gen enthalten, 
ist gewahrleistet , dafc die Fusionskonstrukte aus einer beliebigen 
DNA-Sequenz und einer fur ein Transitpeptid kodierenden DNA-Se- 
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quenz in drei verschiedenen Leserastern exprimiert werden konnen, 
wobei wenigstens eines der Konstrukte zur Expression von funktio- 
nellem Genprodukt (wie z.B. ADSS) f uhrt . Die Konstruktionssche- 
mata fur einen drei Expressionskassetten enthaltenden erfindungs- 
5 gemafcen Expressions-Kits der zur Transformation von Pflanzen be- 
sonders geeignet ist, werden in beiliegender Figur 6 gezeigt. 

Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung solcher Kits zur 
Transformation eines pflanzlichen Wirts. 

10 

Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonie- 
rungstechniken konnen die erf indungsgemafcen Expressionskassetten 
in geeignete Vektoren kloniert werden, die ihre Vermehrung, bei- 
spielsweise in E. coli, ermoglichen. Geeignete Klonierungsvekto- 
15 ren sind u.a. pBR332, pUC-Serien, Ml3mp-Serien und pACYC184 . Be- 
sonders geeignet sind binare Vektoren, die sowohl in E. coli als 
auch in Agrobakterien replizieren konnen, wie z.B. pBinl9 (Bevan 
et al. (1980) Nucl. Acids Res. 12, 8711). 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrif f t daher rekombinante 
Vektoren, wie z.B. Plasmide oder Viren, enthaltend wenigstens 
eine erf indungsgemafce Express ionskassette . Ein besonders bevor- 
zugtes rekombinantes Plasmid mit der Bezeichnung pTP09~ASS ent- 
halt das in Figur 7 abgebildete Gen-Konstrukt und verleiht dem 

25 damit trans formierten pflanzlichen Wirt Resistenz gegen pflanzli- 
che ADSS-Inhibitoren, wie z.B. Hydantocidin. 

Zur Trans fektion einer Wirtspflanze mit einer ADSS-DNA wird eine 
erf indungsgemafce Expressionskassette als Insert in einen rekombi- 
30 nanten Vektor eingebaut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktio- 
nelle Regulationssignale, beispielsweise Sequenzen fiir Replika- 
tion oder Integration enthalt. Geeignete Vektoren sind unter an- 
derem in "Methods in Plant Molecular Biology and Biotechnology" 
(CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-119 beschrieben. 

35 

Die erf indungsgemafcen Vektoren konnen zur Transformation von 
Pflanzen, Pf lanzenzellen, -geweben oder -teilen verwendet werden. 

Die erf indungsgemafc fusionierten DNA-Konstrukte konnen auch durch 
40 verschiedene andere bekannte Verfahren in pflanzliche Genome 

transferiert werden. Geeignete Verfahren sind beispielsweise Pro- 
toplasten-Transformation durch Polyethylenglykol-induzierte DNA- 
Aufnahme, Elektroporation, Beschallung oder Mikroinjektion sowie 
die Transformation intakter Zellen oder Gewebe durch Mikro- oder 
45 Makroinjektion in Gewebe oder Embryonen, Gewebeelektroporation, 
Inkubation trockener Embryonen in DNA-haltiger Losung, biolisti- 
scher Gentransfer und besonders bevorzugt Agrobacterium-Transf or- 
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mation. Die genannten Verfahren sind beispielsweise in B. Jenes 
et al . , Techniques for Gene Transfer; in Transgenic Plants, Vol. 
1, Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und 
R. Wu, Academic Press, 1993, S. 128-143 sowie in Potrykus (1991) 
5 Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 42, 205-225) be- 
schrieben. 



Vorzugsweise wird das fusionierte Konstrukt in einen Vektor, bei- 
spielsweise pBin!9, kloniert, der geeignet ist, Agrobacterium 

10 tumefaciens zu trans formier en. Mit einem solchen Vektor transfor- 
mierte Agrobakterien konnen dann in bekannter Weise zur Transfor- 
mation von Pflanzen, insbesondere von Kulturpf lanzen, wie z.B. 
von Tabakpf lanzen, verwendet werden, indem beispielsweise verwun- 
dete Blatter oder Blattstucke in einer Agrobakterienlosung geba- 

15 det und anschliefcend in geeigneten Medien kultiviert werden. Die 
Transformation von Pflanzen durch Agrobakterien ist unter anderem 
bekannt aus F.F. White, Vectors for Gene Transfer in Higher 
Plants; in Transgenic Plants, Vol. 1, Engineering and Utiliza- 
tion, herausgegeben von S-d Kung und R . Wu, Academic Press, 1993, 

20 S. 15-3 8 und aus S.B. Gelvin, Molecular Genetics of T-DNA Trans- 
fer from Agrobacterium to Plants, gleichfalls in Transgenic 
Plants, S. 49-78. Aus den trans formierten Zellen der verwundeten 
Blatter bzw. Blattstucke kdnnen in bekannter Weise transgene 
Pflanzen regeneriert werden, die in die erf indungsgemaEe Expres- 

25 sionskassette integrierte ADSS-DNA exprimieren. 

Die Wirksamkeit der transgen exprimierten ADSS kann beispiels- 
weise in vitro durch einen Enzymassay getestet werden, wie in 
Baugher et al . , Biochem. Res. Commun. , 94:123-129 (1980); Stayton 
30 et al., Curr. Top. Cell. Regui . , 22:103-141 (1983); und Bass et 
al., Arch. Biochem. Biophys., 256:335-342 (1987) beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung sind aufcerdem Mikroorganismen, wie z.B. 
Bakterien oder Pilze, welche einen erf indungsgema&en rekombinan- 
35 ten Vektor enthalten. 

Gegenstand der Erfindung sind auGerdem transgene Pflanzen, trans- 
formiert mit einem erf indungsgemaSen Vektor oder Mikroorganismus , 
sowie transgene Zellen, Gewebe, Teile und Vermehrungsgut solcher 
40 Pflanzen. Besonders bevorzugt sind dabei transgene Kulturpf lan- 
zen, wie z.B. Getreide, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zuckerrube, 
Canola, Sonnenblume, Flachs, Kartoffel, Tabak, Tomate , Raps, 
Alfalfa, Salat und die verschiedenen Baum-, Nu£- und Weinspecies . 

45 Die transgenen Pflanzen, Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile 
konnen mit einem Wirkstoff , der die pflanzliche ADSS inhibiert, 
behandelt werden, wodurch die nicht erfolgreich transf ormierten 
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Pflanzen, -zellen, -gewebe oder Pf lanzenteile absterben. Bei- 
spiele fur geeignete Wirkstoffe sind Alanosin, Hadacidin und ins- 
besondere Hydantocidin sowie Metabolite und funktionelle Derivate 
dieser Verbindungen. Die in die erf indungsgemafcen Express ionskas- 
5 setten insertierte ADSS-DNA kann somit als Selektionsmarker ver- 
wendet werden . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft somit die Verwen- 
dung von Vektoren oder damit trans formier ten Mikroorganismen zur 
10 Transformation von Pflanzen, Pf lanzenzellen, -geweben oder Pflan- 
zenteilen insbesondere zur Expression exogener Proteine, Glyco- 
proteine oder Fusionsproteine . Vorzugsweise ist Ziel der Verwen- 
dung die Vermittlung von Resistenz gegen Inhibitoren pflanzlicher 
ADSS. 

15 

Gegenstand der Erfindung sind aber auch die erf indungsgemafe er- 
zeugten Express ionsprodukte, insbesondere die Fusionsproteine aus 
Transitpeptid und Proteinteil mit nicht-pf lanzlicher ADSS-Aktivi- 
tat . 

20 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, 
ist aber nicht auf diese beschrankt : 

Beispiel 1: PCR-Amplif ikation der Escherichia coli Adenylosucci- 
25 nat Synthetase mit Hilfe synthetischer Oligonukleo- 

tide 

Die PCR-Amplif ikation der Escherichia coli ADSS wurde in einem 
DNA-Thermal Cycler der Firma Perkin Elmer durchgef iihrt . Die ver- 

30 wendeten Oligonukleotide (SEQ ID NO: 6 ,7) sind in Figur 4 darge- 
stellt und wurden der publizierten Sequenz entnoitunen. Die Reak- 
tionsgemische enthielten 8ng/pil genomische DNA aus Escherichia 
coli, 0 , 5 |iM der entsprechenden Oligonukleotide, 200 jaM Nukleotide 
(Pharmacia), 50 mM KC1, 10 mM Tris-HCl {pH 8,3 bei 25°C) , 1,5 mM 

35 MgCl 2 ) und 0,02 U/|il Tag Polymerase (Perkin Elmer) . Die Amplifika- 
tionsbedingungen wurden wie folgt eingestellt: 

Anl agerungs temper a tur : 4 5°C, 1 min 
Dena turie rungs temper a t ur : 92°C, 1 min 
40 Elongationstemperatur : 72°C, 1,5 min 
Anzahl der Zyklen: 40 

Es result ierte ein Fragment von 1300 Basenpaaren, das in den Vek- 
tor pGEM-T (Promega) ligiert wurde. Mit dem Ligationsansatz wurde 
45 E. coli XL-I Blue transf ormiert und das Plasmid pGEM-ASS erhal- 
ten. 



BNSDOCID: <WO 9810074A2J_> 



WO 98/10074 PCT/EP97/04812 

11 

Beispiel 2: Erzeugung pflanzlicher Expressionskassetten 

In das Plasmid pBin!9 (Bevan et al . (1980) Nucl . Acids Res. 12, 
8711) (kommerziell erhaltlich von der Firma Clontech, Palo Alto, 
5 CA, USA) wurde ein 35S CaMV Promotor als EcoRI-KpnI-Fragment 
(entsprechend den Nukleotiden 6909-7437 des Caulif lower-Mosaik- 
Virus (Franck et al . (1980) Cell 21, 285) inseriert . Das Polyade- 
nylierungssignal des Gens 3 der T-DNA des Ti-Plasmides pTiACHS 
(Gielen et al . , (1984) EMBO J. 3, 835), Nukleotide 11749-11939, 
10 abgeleitet vom Octopin Synthase (OCS)-Gen, wurde als PvuII-Hin- 
dlll-Fragment isoliert und nach Addition von Sphl-Linkern an die 
PvuII-Schnittstelle zwischen die Sphl-Hindlll-Schnittstellen des 
Vektors kloniert . Es entstand das Plasmid pBinAR (Hofgen und 
Willmitzer (1990) Plant Science 66, 221-230) . 

15 

Die cDNA-Sequenz des Trans itpept ides (TP) der Transketolase (TK) 
wurde dem Plasmid pBluescript TK-26 (DE-A-19501906 ) entnommen und 
mit Hilfe synthetischer Oligonukleotide als KpnI-BamHI -Fragment 
iiber eine Polymerase-Kettenreaktion in das Plasmid pBinAR inse- 

20 riert. Durch Variation des verwendeten 3 ' -spezif ischen Oligonu- 
kleotides wurden drei Vektoren als pflanzliche Expressionskasset- 
ten erhalten (pTP09, pTPIO, pTPll, siehe Figuren 5 und 6), die es 
erlauben, chimare Genkonstrukte mit der cDNA-Transitsequenz der 
plastidaren Transketolase in drei verschiedenen Leserastern zu 

25 erzeugen. 

Beispiel 3 : Erstellung einer pf lanzlichen Expressionskassette fur 
die Adenylosuccinat Synthetase 

30 Das DNA- Fragment kodierend fur die Adenylosuccinat Synthetase 
wurde als BamH I -Fragment in den Vektor pTP09 kloniert. Es resul- 
tierte das Plasmid pTP09-ASS (siehe Figur 7) . Durch Fusion des 
Trans itpept ides (TP/TK) mit der Adenylosuccinat Synthetase wurde 
der Import des Proteins in den Chloroplasten gewahrleistet . 

35 

Beispiel 4 : Sequenzanalyse rekombinanter DNA 

Die Sequenzierung rekombinanter DNA-Molekiile erfolgte mit einem 
Laserf luoreszenz-DNA-Sequenzierer der Firma Pharmacia nach der 
40 Methode von Sanger (Sanger et al . (1977) Proc . Natl. Acad. Sci . 
USA 74, 5463-5467). Fragmente resultierend aus einer Polymerase- 
Kettenreaktion wurden zur Vermeidung von Polymerasef ehlern in zu 
exprimierenden Konstrukten sequenziert und uberpriaft. 
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Beispiel 5: Herstellung transgener Tabakpf lanzen, die eine mikro- 
bielle Adenylosuccinat Synthetase im Chi or op las ten 
enthalten 

5 Das Plasmid pTP09-ASS wurde in Agrobacterium tumefaciens 

C58C1 :pGV2260 transf ormiert . Die Transformation von Agrobacterium 
tumefaciens wurde entsprechend der Methode von Hofgen und Will- 
mitzer (Nucl. Acid Res . (1988) 16, 9877) ausgef uhrt . Die Anzucht 
der Agrobakterien erfolgte in YEB-Medium (Vervliet et al . , J. 

10 Gen. Virol. (1975) 26, 33). Zur Transformation von Tabakpf lanzen 
(Nicotiana tabacum cv. Samsun NN) wurde eine 1:50 Verdunnung ei- 
ner Obernachtkultur einer positiv transf ormierten Agrobakterien- 
kolonie in Murashige-Skoog Medium ((1962) Physiol. Plant. 15, 
473) mit 2% Saccharose (2MS-Medium) benutzt. Blattscheiben steri- 

15 ler Pf lanzen (zu je ca. 1 cm 2 wurden in einer Petrischale mit 
einer 1:50 Agrobakterienver dimming fur 5 bis 10 Minuten inku- 
biert. Es folgte eine 2-tagige Inkubation in Dunkelheit bei 25°C 
auf 2MS-Medium mit 0,8% Bacto-Agar. Die Kultivierung wurde nach 
2 Tagen mit 16 Stunden Licht/ 8 Stunden Dunkelheit weitergef uhrt 

20 und in wochentlichem Rhythmus auf MS-Medium mit 500 mg/1 Claforan 
(Cef otaxime-Natrium) , 50 mg/1 Kanamycin, 1 mg/1 Benzylaminopurin 
(BAP), 0,2 mg/1 Naphthylessigsaure und 1,6 g/1 Glukose weiterge- 
f uhrt . Wachsende Sprosse wurden auf MS-Medium mit 2% Saccharose, 
250 mg/1 Claforan und 0,8% Bacto-Agar iiberf iihrt . 

25 

Bei einer zweiten Transformation wurde entsprechend vorgegangen, 
jedoch wurde als Antibiotikum 220 mg/1 Hydantocidin zugegeben. 

Beispiel 6: Analyse vom Gesamt-RNA aus pflanzlichen Geweben 

30 

Zur genaueren Untersuchung der Expression wurde die Gesamt-RNA 
von Tabakpf lanzen, wie bei Logemann et al . (Anal. Biochem. (1987) 
163,21) beschrieben, isoliert. Fur die Analyse wurden jeweils 
20 \xg RNA in einem Formaldehyd-haltigen l,5%igen Agarosegel aufge- 

35 trennt . Nach elektrophoretischer Auftrennung der RNA-Molekiile 
wurde die RNA mittels Kapi liar transfer auf eine Nylonmembran 
ubertragen. Der Nachweis spezifischer Transkripte wurde, wie bei 
Amasino (Anal. Biochem. (1986) 152, 304) beschrieben, durchge- 
fiihrt. Die als Sonde eingesetzten cDNA-Fragmente wurden mit einem 

40 Random Primed DNA Labeling Kit (Boehringer, Mannheim) radioaktiv 
mar ki ert . 



45 
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Beispiel 7: Enzymassay von aus transgenen Tabakpf lanzen isolier- 
ter Adenylosuccinat Synthetase 

Der Testansatz beinhaltete 14 mM Tris-HCl pH 8,3; 6 mM MgCl 2 ; 
5 0,4 inM IMP; 0 , 1 mM GTP; 0,5 mM Phosphoenolpyruvat ; 0 , 1 mM ATP; 
2 U/ml Pyruvatkinase; 3 mM Aspartat sowie in einem 1 ml Testan- 
satz 10 bis 100 |il Enzympraparat . Es erfolgte eine Inkubation von 
5 bis 20 min bei 25°C in Anwesenheit oder Abwesenheit des Inhibi- 
tors Hydantocidin und anschliefcende Messung bei 280 nm (Absorp- 
10 tion von Adenylosuccinat) am Zweistrahlpho tome ter gegen einen 
Ansatz ohne Aspartat als Leerwert. Die rekombinante ADSS zeigte 
keine Inhibierung durch Hydantocidin. 

Beispiel 8: Testung Hydantocidin-resistenter Tabakpf lanzen 

15 

Mit dem Plasmid pTP09-ASS trans formierte Tabakpf lanzen wurden in 
Gewebekultur auf 2MS-Medium mit 0,8% Bacto Agar, 250 mg/1 Clafo- 
ran, 50 mg/1 Kanamycin angezogen und axiale Sprosse auf entspre- 
chendes Medium mit 220 mg/1 Hydantocidin uberfuhrt. Nichttrans- 
20 formierte Pf lanzen starben innerhalb weniger Wochen ab, wahrend 
resistente Pf lanzen weiterwuchsen . 



25 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDERi 

(A) NAME: BASF Akt iengescllachaf t 

(B) STRASSE: 

-(C) ORT: Ludwigshafen 
(E) LAND: Germany 
<F> POSTLEITZAHL: D-67056 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Adenylosuccinat Synthetase 

(iiij ANZAHL DER SEQUZNZEN: 7 



(lv) COMPUTER -LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 
15 (B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRI EBSSYSTEM : PC - DOS /MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version ttl.30 { EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

20 (i) SEQUSNZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 1311 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) T0POL0GIE: linear 



25 



30 



35 



45 



(ii) ART DES MOLEKOLS: Genom-DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRONLICHE HERKUNFT: 

<A) ORGANISMUS: Escherichia coli 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHlCssEL: misc feature 

(B) LAGE-.1..6 

ID) SONSTIGE ANGABEN; / function* "BamHI Schnittstelle M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCKLOSSEL: CDS 

(B) LAGE:7..1302 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product- "Adenylosuccinate 
Synthetase* 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLCSSEL: misc feature 

(B) LAGE:1303. .1305 

40 (D) SONSTIGE ANGABEN : /function- "Stop codon' 

(ix) MERKMAL: 

(A) HAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE: 1306. .1311 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function- "BamHI Schnittste lie - 



(xi> SEQUEMZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 1: 
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OGATCC ATG CGT AAC AAC GTC GTC GTA CTG GGC ACC CAA TGG GGT GAC 48 
Met Gly Asn Asn Val Val Val Leu Gly Thr Gin Trp Gly Asp 
I S 10 

5 

GAA GGT AAA GGT AAG ATC GTC GAT CTT CTG ACT GAA CGG GCT AAA TAT 96 
Glu Gly Lye Gly Lys He Val Asp Leu Leu Thr Glu Arg Ala Lys Tyr 
15 20 25 30 

GTT GTA CGC TAC CAG GGC GGT CAC AAC GCA GGC CAT ACT CTC GTA ATC 144 
Val Val Arg Tyr Gin Gly Gly His Asn Ala Gly His Thr Leu Val He 
10 35 40 45 

AAC GGT GAA AAA ACC GTT CTC CAT CTT ATT CCA TCA GGT ATT CTC CGC 192 
Asn Gly Glu Lys Thr Val Leu His Leu He Pro Ser Gly He Leu Arg 
50 55 60 

GAG AAT GTA ACC AGC ATC ATC GGT AAC GGT GTT GTG CTG TCT CCG GCC 240 
15 Glu Asn Val Thr Ser He He Gly Asn Gly Val Val Leu Ser Pro Ala 
65 70 75 

GCG CTG ATG AAA GAG ATG AAA GAA CTG GAA GAC OGT GGC ATC CCC GTT 288 
Ala Leu Met Lys Glu Met Lys Glu Leu Glu Asp Arg Gly He Pro Val 
80 85 90 



20 



25 



30 



45 



CGT GAG CGT CTG CTG CTG TCT GAA GCA TGT CCG CTG ATC CTT GAT TAT 336 

Arg Glu Arg Leu Leu Leu Ser Glu Ala Cys Pro Leu He Leu Asp Tyr 

95 100 105 110 

CAC GTT GCG CTG GAT AAC GCG CGT GAG AAA GCG CGT GGC GCG AAA GCG 384 

His Val Ala Leu Asp Asn Ala Arg Glu Lys Ala Arg Gly Ala Lys Ala 
115 120 125 

ATC GGC ACC ACC GGT CGT GGT ATC GGG CCT GCT TAT GAA GAT AAA GTA 432 

He Gly Thr Thr Gly Arg Gly He Gly Pro Ala Tyr Glu Asp Lys Val 
130 " 135 140 

GCA CGT CGC GGT CTG CGT GTT GGC GAC CTT TTC GAC AAA GAA ACC TTC 480 

Ala Arg Arg Gly Leu Arg Val Gly Asp Leu Phe Asp Lys Giu Thr Phe 
145 150 155 

GCT GAA AAA CTG AAA GAA CTG ATG GAA TAT CAC AAC TTC CAG TTG GTT 528 

Ala Glu Lys Leu Lys Glu Val Met Glu Tyr His Asn Fhe Gin Leu Val 
160 165 170 



AAC TAC TAC AAA GCT GAA GCG GTT GAT TAC CAG AAA GTT CTG CAT CAT 576 

Asn Tyr Tyr Lys Ala Glu Ala Val Asp Tyr Gin Lys Val Leu Asp Asp 
35 175 180 185 190 

ACG ATG GCT GTT GCC GAC ATC CTG ACT TCT ATG GTG GTT GAC GTT TCT 624 

Thr Met Ala Val Ala Asp lie Leu Thr Ser Met Val Val Asp Val Ser 
195 200 20S 

GAC CTG CTC GAC CAG GCG CGT CAG CGT GGC GAT TTC GTC ATG TTT GAA 672 

4Q Asp Leu Leu Asp Gin Ala Arg Gin Arg Gly Asp Phe Val Met Fhe Glu 
210 ~ 215 220 

GGT GCG CAG GGT ACG CTG CTG GAT ATC GAC CAC GGT ACT TAT CCG TAC 720 

Gly Ala Gin Gly Thr Leu Leu Asp He Asp His Gly Thr Tyr Pro Tyr 
225 230 235 



GTA ACT TCT TCC AAC ACC ACT GCT GGT GGC GTG GCG ACC GGT TCC GGC 768 
Val Thr Ser Ser Asn Thr Thr Ala Gly Gly Val Ala Thr Gly Ser Gly 
240 245 250 
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CTG GGC CCG CGT TAT GTT GAT TAC GTT CTG GGT ATC CTC AAA GCT TAC 816 

Leu Gly Pro Arg Tyr Val Asp Tyr Val Leu Gly lie Leu Lys Ala Tyr 

255 * 260 265 270 

TCC ACT CGT OTA GGT GCA GOT CCG TTC CCG ACC GAA CTG TTT GAT GAA 664 

Ser Thr Arg Val Gly Ala Gly Pro Phe Pro Thr Glu Leu Phe Asp Glu 
275 280 285 

ACT GGC GAG TTC CTC TGC AAG CAG GGT AAC GAA TTC GGC GCA ACT ACQ 912 

Thr Gly Glu Phe Leu" Cys Lys Gin Gly Asn Glu Phe Gly Ala Thr Thr 
290 295 300 

GGG CGT CGT CGT CGT ACC GGC TGG CTG GAC ACC GTT GCC GTT CGT CGT 960 

Gly Arg Arg Arg Arg Thr Gly Trp Leu Asp Thr Val Ala Val Arg Arg 
305 ' 310 315 



GCG CTA CAG CTG AAC TCC CTG TCT GGC TTC TGC CTG ACT AAA CTG GAC 1008 
Ala Val Gin Leu Asn Ser Leu Ser Gly Phe Cys Leu Thr Lys Leu Asp 
15 320 325 330 

GTT CTG GAT GGC CTG AAA GAG GTT AAA CTC TGC GTG GCT TAC CGT ATG 1056 
Val Leu Asp Gly Leu Lys Glu Val Lys Leu Cys Val Ala Tyr Arg Met 
335 340 34S 350 

CCG GAT GGT CGC GAA GTG ACT ACC ACT CCG CTG GCA GCT GAC GAC TGG 1104 
50 Pro Asp Gly Arg Glu Val Thr Thr Thr Pro Leu Ala Ala Asp Asp Trp 
* W 355 360 365 

AAA GGT GTA GAG CCG ATT TAC GAA ACC ATG CCG GGC TGG TCT GAA TCC 1152 
Lys Gly Val Glu Pro lie Tyr Glu Thr Met Pro Gly Trp Ser Glu Ser 
370 375 380 

ACC TTC GGC GTG AAA GAT CGT AGC GGC CTG CCG CAG GCG GCG CTG AAC 1200 
25 Thr Phe Gly Val Lys Asp Arg Ser Gly Leu Pro Gin Ala Ala Leu Asn 
385 390 395 

TAT ATC AAG CGT ATT GAA GAG CTG ACT GGT GTG CCG ATC GAT ATC ATC 124 8 

Tyr lie Lys Arg lie Glu Glu Leu Thr Gly Val Pro lie Asp He He 
400 405 41C 

30 TCT ACC GAT CCG GAT CGT ACT GAA ACC ATG ATT CTG CGC GAC CCG TTC 1296 
Ser Thr Asp Pro Asp Arg Thr Glu Thr Met He Leu Arg Asp Pro Phe 
415 420 425 430 

GAC GCG TAAGGATCC 1311 
Asp Ala 



(2) ANGABBN ZU SEQ ID HO: 2: 



(i) SEQUENZX1NXZEICHEN : 

(A) LANGE : 432 Aminosauren 

(B) ART: Aminos&ure 
40 (D) T0P0L0GIE: linear 

<ii) ART DBS M01EKULS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 



Met Gly Asn Asn Val Val Val Leu Gly Thr Gin Tro Gly Aso Glu Gly 
15 10 15 

Lys Gly Lys He Val Asp Leu Leu Thr Glu Arg Ala Lys Tyr Val Val 
20 25 30 
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Arg Tyr Gin Gly Gly Kis Asn Ala Gly His Thr Leu Val lie Asn Gly 
35 40 45 

Glu Lys Thr Val Leu His Leu He Pro Ser Gly He Leu Arg Glu Asn 
50 55 60 

Val Thr Ser He lie Gly Asn Gly Val Val Leu Ser Pro Ala Ala Leu 
65 70 75 80 

Met Lys Glu Met Lys Glu Leu Glu Aso Arg Gly He Pro Val Arg Glu 
85 90 95 

Arg Leu Leu Leu Ser Glu Ala Cys Pro Leu He Leu Aso Tyr His Val 
100 105 110 

Ala Leu Asp A9n Ala Arg Glu Lys Ala Arg Gly Ala Lys Ala He Gly 
115 120 125 

15 Thr Thr Gly Arg Gly He Cly Pro Ala Tyr Glu Asp Lys Val Ala Arg 
130 135 14 0 

Arg Gly Leu Arg Val Gly Asp Leu Phe Asp Lys Glu Thr Phe Ala Glu 
145 150 155 160 



10 



20 



Lys Leu Lys Glu Val Met Glu Tyr Ki9 Asn Phe Gin Leu Val Asn Tyr 
165 170 175 

Tyr Lys Ala Glu Ala Val Asp Tyr Gin Lys Val Leu Asp Asp Thr Met 
180 185 190 

Ala Val Ala Asp He Leu Thr Ser Met Val Val Asp Val Ser Asp Leu 
195 200 205 

25 Leu Aso Gin Ala Arg Gin Arg Gly Asp Phe Val Met Phe Glu Gly Ala 
210 215 220 

Gin Gly Thr Leu Leu Asp He Aso Kis Gly Thr Tyr Pro Tyr Val Thr 
225 230 235 240 

Ser Ser Asn Thr Thr Ala Gly Gly Val Ala Thr Gly Ser Gly Leu Gly 
30 245 250 255 

Pro Arg Tyr Val Asp Tyr Val Leu Gly He Leu Lys Ala Tyr Ser Thr 
260 265 270 



35 



Arg Val Gly Ala Gly Pro Phe Pro Thr Glu Leu Phe Asp Glu Thr Gly 
275 280 285 

Glu Phe Leu Cys Lys Gin Gly Asn Glu Phe Gly Ala Thr Thr Gly Arg 
290 * 295 300 

Arg Arg Arg Thr Gly Trp Leu Asp Thr Val Ala Val Arg Arg Ala Val 
305 " ~ 310 315 320 

aq Gin Leu Asr. Ser Leu Ser Gly Phe Cys Leu Thr Lys Leu Asp Val Leu 

325 330 335 

Asp Gly Leu Lys Glu Val Lys Leu Cys Val Ala Tyr Arg Met Pro Asp 
340 345 350 



45 



Gly Arg Glu Val Thr Thr Thr Pro Leu Ala Ala Asp Aso Tro Lys Gly 
355 360 365 
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40 



Val Glu Pro lie Tyr Glu Thr Met Pro Gly Trp Ser Glu Ser Thr Phe 
370 375 380 

Gly val Ly9 Asp Arg Ser Gly Leu Pro Gin Ala Ala Leu Asn Tyr He 
385 " 390 395 400 

Lya Arg He Glu Glu Leu Thr Gly Val Pro He Asp He He Ser Thr 
405 410 415 

Asp Pro Asp Arg Thr Glu Thr Met He Leu Arg Asp Pro Phe Asp Ala 
420 425 430 



(2) ANGA3EN ZU SEQ ID NO: 3: 



( i ) SEQUENZKENNZEI CHEN : 

(A) LAKGE : 258 Basenpaare 
(3) ART: Nucleocid 
15 (C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES KCL.EKULS : cDNA 

(iii) HYPOTHETISCH : NEIN 

20 (iv) ANT I SENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(I) ORGANELLE: Chloroplast 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc_feature 

(B) LAGE : 1 . .6 

25 (D) S0NSTIGE ANGABEN : /function^ "Knpl Schnittstelle u 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: transit peptide 

(B) LAGE: 7. .252 

(ix) MERKMAL: 
30 (A) NAME/SCHLUSSEL: miscj ea:ure 

(B) LAGE: 253. .253 

(D) SOKSTIGE ANCABEN: / function- -BamHI Schr.ittscel le" 

(xi) SEQUENZBESTHREIBUNG: SEQ ID MO: 3: 

35 GGTACCATGG CGTCTTCT7C TTCTCTCACT CTCTCTCAAC CTATCC7C7C TCGTTCTGTC 60 

CCTCGCCATG GCTCTGCCTC TTCTTCTCAA CTTTCCCCTT CT7CTCTCAC TTTTTCCGGC 120 

CTTAAATCCA ATCCCAATAT CACCACCTCC CGCCGCCGTA C7CCTTCCTC CGCCCCCGCC 180 

GCCGCCGTCG TAAGGTCACC GGCGATTCCT CCCTCAGCTG CAACCGAAAC CATAGAGAAA 24 0 

ACTCAGACTG CGGGATCC 258 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 



( i ) SSQUENZXSN>:ZEICHEN : 

(A) LANGE: 260 Basenpaare 
45 (B) ART: Xucleotid 

(C) STRANGFORK; Ein2elstrang 
(0) TOPOLOGIE: lir.ear 



BNSDOCID: <WO 9810074A2_L> 



WO 98/10074 PCT/EP97/04812 

19 



(ii) ART DES MOLEK&LS: cDNA 

(lii) HYPOTHETISCH : NEIN 

5 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 

<vi) URSPROnLICHE HERKUNFT: 

(!) ORGANELLE: Chloroplast 

<ix) MERKMAL: 
10 (A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE:1..6 

tD) SONSTIGE ANGABEN : / f unction* 'Kpnl Schni ttstel le* 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: trans in peptide 

(B) LAGE:7..2S2 

15 (ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCKLUSSEL : miec feature 

(B) LAGE:2S3. ,254 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function* -frame shift insert" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 
20 (B) LAGE:255. .260 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function- "BaraHI Schnittstelle * 

(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID NO: 4: 
GGTACCATGG CGTCTTCTTC TTCTCTCACT CTCTCTCAAG CTATCC7CTC TCGTTCTGTC 60 

25 

CCTCGCCATG GCTCTGCC7C TTCTTCTCAA CTTTCCCCTT CTTCTCTCAC TTTTTCCGGC 120 
CTTAAATCCA ATCCCAATAT CACCACCTCC CGCCGCCGTA C7CCTTCCTC CGCCGQCOCC 180 
GCCGCCGTCG TAAGGTCACC GGCGATTCGT GCCTCAGCTG CAACCGAAAC CATAGAGXAA 240 
30 ACTGAGACTG CGCTGGATCC 260 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 



U) SEQUENZKENNZEICKEN: 

(A) LANGE : 250 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

35 (C) STRANGFORM: Ein2elstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: cDMA 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 



40 



(vi) URSPRUNLICHE HERKUXFT: 

(I) ORGANELLE: Chloroolast 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_f eature 
(B J LAGE.I..S 

45 (D) SONSTIGE ANGABEN ;/function= "Kpnl Schniczs telle' 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: transit peptide 

(B) LAGE:7..252 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE:253 

(D> SONSTIGE ANGABEN: /product- "Frane shift insert- 
fix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 

(B) LAGE:254. .259 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function- "BanKI Schnittstelle" 

(xi) SEQUENZ3ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

GGTACCATGG CGTCTTCTTC TTCTCTCACT CTCTCTCAAG CTATCCTCTC TCGTTCTGTC 60 

CCTCGCCATG GCTCTGCCTC TTCTTCTCAA CTTTCCCCTT CTTCTCTCAC TTTTTCCGGC 120 

CTTAAATCCA ATCCCAATAT CACCACCTCC CGCCGCCGTA CTCCTTCCTC CGCCGCCGCC 180 

GCCGCCGTCG TAAGGTCACC GGCGATTCGT GCCTCAGCTG CAACCGAAAC CATAGAGAAA 240 

ACTGAGACTG CGGGGATCC 259 
20 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKEXNZEI CHEN : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



25 



(ii) ART DES MO^EKOLS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BESCKREIBUNG: /desc - ■ syr.the t ic" 

(iii) HYPOTHSTISCH: NEIN 

(iv) ANT I SENSE : NEIN 



30 



(xi) SEQUENZ3ESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
AAGGATCCAT GGG7AACAAC GTCGTCGTAC TGG 3 3 

35 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKZNNZEICKEN: 

(A) LANGE: 23 Basenoaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOL.OGIE: linear 

40 

(ii) ART DES MOLEKCLS: Sonstige Nucleinsaure 
(A) BISCKREIBUNG: /desc « "synthetic" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(iv) ANTISENSE: NEIN 
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ixl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID 
5 AAGGATCCCG TACCAGAATT ACG 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 
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Patentanspruche 

1. Expressionskassette, enthaltend unter genetischer Kontrolle 
5 regulativer Nukleinsauresequenzen die kodierende Nuklein- 

sauresequenz fur ein Protein, welches einem pflanzlichen Wirt 
Resistenz gegemiber Inhibitoren pf lanzlicher Adenylosuccinat 
Synthetase vermittelt . 

10 2. Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
da& der Inhibitor ausgewahlt ist unter Alanosin, Hadacidin, 
Hydantocidin sowie Metaboliten und funktionell aquivalenten 
Derivaten davon. 

15 3. Expressionskassette nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die kodierende Nukleinsauresequenz fur ein 
Protein kodiert, das nicht-pf lanzliche Adenylosuccinat Syn- 
thetase oder ein f unktionelles Equivalent davon umf aSt . 

20 4. Expressionskassette nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , 
da& die nicht-pf lanzliche Adenylosuccinat Synthetase von ei- 
ner mikrobiellen Adenylosuccinat Synthetase abgeleitet ist. 

5, Expressionskassette nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, 
25 daS die mikrobielle Adenylosuccinat Synthetase aus Escheri- 

chia coli, Bacillus subtilis, Haemophilus influencae, Dictyo- 
stelium discoideum, Saccharomyces pombe oder Schizosaccharo- 
myces pombe abgeleitet ist. 

30 6. Expressionskassette nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daS die kodierende Nukleinsaurese- 
quenz fiir ein Protein enthaltend eine Aminosauresequenz gemaft 
SEQ ID NO: 2 oder ein f unktionelles Equivalent davon kodiert 
oder eine Nukleinsauresequenz von Rest + 7 bis + 1305 gemafc 

35 SEQ ID NO:l oder ein f unktionelles Equivalent davon umf afit . 

7. Expressionskassette nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, da£ die kodierende Nukleinsaure- 
sequenz auSerdem fiir ein Chloroplasten-spezif isches Transit- 

40 peptid kodiert. 

8. Expressionskassette nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
da£ die kodierende Nukleinsauresequenz fiir das Transitpeptid 
plastidarer Transketolase oder ein funktionelles Equivalent 

45 davon kodiert. 
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9. Rekombinanter Vektor, umfassend eine Expressionskassette nach 
einem der Anspruche 1 bis 8 . 

10. Vektor nach Anspruch 9, der im wesent lichen dem Vektor 
5 pTP09-ASS entspricht. 

11. Mikroorganismus, enthaltend einen rekombinanten Vektor nach 
Anspruch 9 oder 10. 

10 12. Mikroorganismus nach Anspruch 11 aus der Gattung Agrobacte- 
rium und insbesondere der Art Agrobacterium tumef aciens . 

13. Verwendung eines Vektors nach einem der Anspruche 9 und 10 
oder eines Mikroorganismus nach einem der Anspruche 11 und 12 

15 zur Transformation von Pflanzen, Pf lanzenzellen, -geweben 

oder -teilen. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei den Pflanzen, Pf lanzen- 
zellen, -geweben oder -teilen Resistenz gegenuber Inhibitoren 

20 pflanzlicher Adenylosuccinat Synthetase vermittelt wird. 

15. Verwendung einer kodierenden Nukleinsauresequenz gemafc der 
Definition in einem der Anspruche 1 bis 6 als Selektions- 
oder Markergen in Pflanzen, Pf lanzenzellen, -geweben oder 

25 -teilen. 

16. Transgene Pflanze, transf ormiert mit einem Vektor gemafi einem 
der Anspruche 9 und 10 oder mit einem Mikroorganismus gemafi 
einem der Anspruche 11 und 12, oder transgene Zellen, Gewebe, 

30 Teile oder transgenes Vermehrungsgut davon. 

17. Transgene Pflanze nach Anspruch 16, ausgewahlt unter Kultur- 
pflanzen, wie Getreide, Mais, Soja, Reis, Baumwolle, Zucker- 
riibe, Canola, Sonnenblume, Flachs, Kartoffel, Tabak, Tomate, 

35 Raps, Alfalfa, Salat und den verschiedenen Baum-, Nu£- und 

Weinspecies . 

18. Verfahren zur Herstellung von transgenen Pflanzen nach einem 
der Anspruche 16 und 17, dadurch gekennzeichnet , dafi man 

40 Pf lanzenzellen, -gewebe oder -teile oder Protoplasten mit 

einem Vektor gemafc einem der Anspruche 9 und 10 oder mit 
einem Mikroorganismus gemafi einem der Anspruche 11 und 12 
transf ormiert, die transf ormier ten Zellen, Gewebe, Pflanzen- 
teile oder Protoplasten in einem Wachstumsmedium kuitiviert 

45 und gegebenenf alls aus der Kultur Pflanzen regeneriert . 
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19. Express ionsprodukt einer in den Anspruchen 1 bis 8 definier- 
ten Expressionskassette. 

20. Express ionsprodukt nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet , 
5 da£ es im wesentlichen eine Aminosauresequenz von Aminosaure 

+ 1 bis + 432 gemafc SEQ ID NO: 2 Oder ein funktionelles Aqui- 
valent davon umf afet . 

21. Expressions-Kit fur die Expression eines Fremdgens in einem 
10 pflanzlichen Wirt, das mindestens drei Expressionskassetten 

umfaSt, wobei mindestens zwei Expressionskassetten davon un- 
ter der genetischen Kontrolle regulativer Nukleinsauresequen- 
zen jeweils eine Frame-Shif t-Sequenz enthalten, die sich von- 
einander durch Insertion oder Deletion einer nicht durch 3 
15 teilbaren Anzahl von Nukleotiden unterscheiden und den Lese- 

rahmen fur eine stromabwarts liegende kodierende Nukleinsau- 
resequenz um ein bzw. zwei Nukleotide verschieben. 

22. Express ions -Kit nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daS 
20 jede Expressionskassette eine kodierende Sequenz fur ein 

Chloroplasten-spezif isches Transitpeptid enthalt und die ge- 
gebenenfalls enthaltene Frame-Shi ft- Sequenz auf deren 3 ' -Ende 
folgt . 

25 23. Expressions-Kit nach Anspruch 22, enthaltend Expressions- 
kassetten, die je eine der folgenden Nukleotidsequenzen: 
SEQ ID NO: 3 von Nukleinsaurerest +7 bis +252 
SEQ ID NO: 4 von Nukleinsaurerest +7 bis +254 
SEQ ID NO: 5 von Nukleinsaurerest +7 bis +253 

30 oder ein funktionelles Equivalent davon, enthalten. 

24. Verwendung eines Expressions-Kits nach einem der Anspruche 21 
bis 23 zur Transformation eines pflanzlichen Wirts. 

35 



40 



45 
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g^^j^^ATGGGTAACAACGTCGTCGTACTGGGCACCCAATGGGGTGACGAAGGTAAAGGT 
AAGATCGTCGATCTTCTGACTGAACGGGCTAAATATGTTGTACGCTACCAGGGCGGTCAC 
AACGCAGGCCATACTCTCGTAATCAACGGTGAAAAAACCGTTCTCCATCTTATTCCATCA 
GGTATTCTCCGCGAGAATGTAACCAGCATCATCGGTAACGGTGTTGTGCTGTCTCCGGCC 
GCGCTGATGAAAGAGATGAAAGAACTGGAAGACCGTGGCATCCCCGTTCGTGAGCGTCTG 
CTGCTGTCTGAAGCATGTCCGCTGATCCTTGATTATCACGTTGCGCTGGATAACGCGCGT 
GAGPAAGCGCGTGGCGCGAAAGCGATCGGCACCACCGGTCGTGGTATCGGGCC7GCTTAT 
GAAGATAAAGTAGCACGTCGCGGTCTGCGTGTTGGCGACCTTTTCGACAAAGAA.^CCTTC 
GCTGAAAJUVCTGAAAGAAGTGATGGAATATCACAACTTCCAGT7GGTTAACTACTACAAA 
GCTGAAGCGGTTGATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATGGCTGTTGCCGACATCCTG 
ACTTCTATGGTGGTTGACGTTTCTGACCTGCTCGACCAGGCGCGTCAGCGTGGCGATTTC 
GTCATGTTTGAAGG7GCGCAGGGTACGCTGCTGGATATCGACCACGGTACTTATCCGTAC 
GTAACTTCTTCCAACACCACTGCTGGTGGCGTGGCGACCGGTTCCGGCCTGGGCCCGCGT 
TATGTTGATTACGTTCTGGGTATCCTCAAAGCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCG 
TTCCCGACCGAACTGTTTGATGAPA.CTGGCGAGTTCCTCTGCAAGCAGGGTAACGAATTC 
GGCGCAACTACGGGGCGTCGTCGTCGTACCGGCTGGCTGGACACCGTTGCCGTTCGTCGT 
GCGGTACAGCTGAACTCCCTGTCTGGCTTCTGCCTGACTAAACTGGACGTTCTGGATGGC 
CTGAAAGAGGTTAAACTCTGCGTGGCTTACCGTATGCCGGATGGTCGCGAAGTGACTACC 
ACTCCGCTGGCAGCTGACGACTGGAAAGGTGTAGAGCCGATTTACGAAACCATGCCGGGC 
TGGTCTGAATCCACCTTCGGCGTGAAAGATCGTAGCGGCCTGCCGCAGGCGGCGCTGAAC 
TATATCAAGCGTATTGAAGAGCTGACTGGTGTGCCGATCGATATCATCTCTACCGATCCG 
G ATCGTACTGAAACCATGATTCTGCGCGACCCGTTCGACGCGTA^ oga tec- BairM J 



Pig- 2 
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MGNNVWLGTOWGDEGKGKIVDLLTERAKYWHYQGGHNAGHTLVINGEKTVLHLIPSGILR 
ENVTSI IGNGWLSPAALMKEMKELEDRGI PVRERLLLSEACPLILDYHVALDNAREKARGA 
KAIGTTGRGIGPAYEDKVARRGLRVGDLFDKETFAEICLKEVMEyHNFQLVNYYKAEAVDyOK 
VLDDTMAVADILTSMVVDVSDLLDQARQRGDFVMFEGAQGTLLDIDHGTYPYVTSSNTTAGG 
VATGSGLGPRYVDYVLGILKAYSTRVGAGPFPTELFDETGEFLCKQGNEFGATTGRRRRTGW 
LDTVAVRRAVQLNSLSGFCLTKLDVLDGLKEVKLCVAYT^MPDGREVTTTPLiAADDWKGVEPI 
YETMPGWSESTFGVKDRSGLPQAALNYIKRIEELTGVPIDZISTDPDRTETMILRDPFDA 

Pig. 3 



ASS E . coli Oligo 5': aagganccangggtiaacaacgtcgccgtac tgg 
ASS E. coli Oligo 3': aaggatcccgtaccagaactacg 



Fig- 4 
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&3Afc££ At CGG TAACAACGTCGTCGT ACTOCGCACCC,VlTCGOGrGACGAAGGTA>AGGT 

AAG ATCGTCG ATC TTCTEACTG AACGGGCTAAATATGTTGTACGC TACCAGGGCGGTC AC 

AACGCA)G<rcCATACTCTCGTAATC^ 

GGTATTCTCCC^GAGAATCTAACCAGCATCATCGGT 

GCGClX3ATCAAAGAGAroAAAGAA<^GGAAGACCGTCGCATC^ 

CTCCroTCTGAAGCATGTCCGCTGATCCl^GAT^^ 

GAGAAAGCGCGTCGCGCGAAAGCGATCGGCACCACCGG 

G AAG ATAAAGTAG CACGTCGCGG TCTGCGTG7TGGCG ACCTTTTCGA CAAAG AAACCTTC 
GCTGAAAAACTG^AAGJ^GTCATGGfrATA^^ 

GCTCAAGCGGl^ATTACCAGAAAGTTCTGGATGATACGATCGCTGTTGCCGACATCCTG 
ACTTCTATCGttMTTGACGTTTCTCA^ 

GTCAtGTtTGAAGGTGCGCAGGGTACGCWrGGATATCGACCACGGTACTTATCCGTAC 
GTAACTTC^TCCAACACCACTQC^^ 

TATGTTGATTACGT^CTCGGTATCCTCAAACCTTACTCCACTCGTGTAGGTGCAGGTCCG 
TTCCCGACCGAACTGTTTGATGWACTGGCGAaTTCCTCTMAAGCAGGGTAACGAA^ 
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INTERNATIONALE?? RECHERCHENBERICHT 



I nw., i at ion ales Aktenzeichen 

PCT/EP 97/04812 



F Id I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ale nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1 



Gem a (3 Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte An sp ruche kein Recherchenberichi erstelft: 



| j Anspruche Nr. 

weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



□ 



Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daft eine sinnvoile Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. | \ Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitiichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



Die intemationaie Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese international© Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 



1 . I y I Oa der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 

2. | | Da fur aiie recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgeluhrt werden konnte, der eine 

zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer solchen 
Gebuhr aufgefordert. 

3. j j Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 1 intemationaie Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 

sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4. | [ Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationaie Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faGt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs | [ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

j X| Die Zahlung zusatzltcher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestel It , daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-20 

Die Bereitstellung von Expressionskassetten, welche 
Nukleotidsequenzen umfassen, die fur nicht-pflanzliche 
Adenylosuccinat Synthetasen (ADSS) kodieren und welche 
Resistenz gegenuber Inhibitoren von pflanzlichen ADSS 
Enzymen vermitteln; weiterhin die Fusion von 
nicht-pflanzlichen ADSS Genen mit dem 

chloroplasten-spezifischen Transitpeptid der Transketolase 
und die Verwendung des Vektors zur Herstellung von 
herbizidresistenten transgenen Pflanzen und Verwendung des 
Vektors als Selektions- und Markergen in transgenen Pflanzen. 



2. Anspruche: 21-24 

Expressions-kit zur Expression von Fremdgenen in Pflanzen, 
enthaltend mindestens drei Kassetten, welche durch Insertion 
oder Deletion von Nukleotiden das Leseraster fur das 
stromabwarts gelegene Fremdgen um jeweils ein bzw. zwei 
Nukleotide verschieben. 



BNSDOCID- <WO 9810074A3J_> 



INTERNATION^ER RECHERCHENBERICHT 

Angaben zu VerOfferrt^^^Mbn, die zur aetoen Patentfarrriiie gehdren 



m 



naies Aktenzeiehen 

PCT/EP 97/G4812 



lm Recherchenbencht 
angefuhrtes PatentdoKument 



Datum der 
Veroffenttichung 



Mitglied(er) der 
Paterrtfamiiie 



Datum der 
Veroffentlichung 



EP 0512260 


A 


11-11-1992 


All 


654347 


B 


03-11-1994 








AU 


1595992 


A 


05-11-1992 








CA 


2067862 


A 


04-11-1992 








FI 


921940 


A 


04-11-1992 








JP 


5192161 


A 


03-08-1993 


GB 2197653 


A 


25-05-1988 


US 


5432081 


A 


11-07-1995 








US 


5599670 


A 


04-02-1997 








US 


5268463 


A 


07-12-1993 


WO 9619576 


A 


27-06-1996 


us 


5519125 


A 


21-05-1996 








us 


5688939 


A 


18-11-1997 








AU 


4342896 


A 


10-07-1996 








CA 


2207024 


A 


27-06-1996 








EP 


0813599 


A 


29-12-1997 








FI 


972549 


A 


18-06-1997 


EP 0723017 


A 


24-07-1996 


DE 


19501906 


A 


25-07-1996 








CA 


2167768 


A 


24-07-1996 


WO 8802402 


A 


07-04-1988 


AU 


620317 


B 


20-02-1992 








AU 


8079787 


A 


21-04-1988 








EP 


0285646 


A 


12-10-1988 








JP 


1501038 


T 


13-04-1989 



FoimbJatt PCT/tSA/210 (Anhang Patenttamaie)(Juli 1992) 
BNSDOCID: <WO 9810074A3J_> 



